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1 JOHDANTO 
 
Brakykefaalinen syndrooma on brakykefaalisuudesta eli lyhytkalloisuudesta 
johtuva oireyhtymä (Johnson  2010). Brakykefaaliseen syndroomaan liittyy 
hengitystieoireiden (kuorsaavat ja rohisevat hengitysäänet, hengitysvaikeudet ja 
rasituksensietokyvyn alentuminen),  lisäksi ruuansulatuskanavan ongelmia, 
kuten oksentelua ja gastroesofageaalirefluksia eli mahalaukun ja ruokatorven 
sisällön nousemista takaisin suuhun (Poncet ym. 2005). Brakykefaalisilla 
koirilla, joilla suoritettiin hengitystä vaikeuttavien rakenteiden kirurginen 
korjaaminen (pehmeän kitalaen lyhennys, sierainten levennys ja 
evertoituneiden laryngeaali sakkulusten eli ulos kääntyneiden kurkunpään 
umpipussien poisto), huomattiin ruuansulatuskanavaoireiden helpottuvan 
(Poncet ym. 2006). Tämä vahvistaa epäilyä hengitystieoireiden ja 
ruuansulatuskanavaoireiden yhteydestä (Poncet ym. 2006). Ihmislääketieteessä 
on myös todettu pitkittyneiden hengitystieoireiden ja gastroesofageaalirefluksin 
(GER) liittyvän toisiinsa, joskin syy-seuraussuhde on epäselvä (Starosta ym. 
2007, Trinick ym. 2012).  
 
GER voi johtaa pienten pisaroiden henkeen vetämistä eli mikroaspiraatioon. 
Aspiraatio tarkoittaa nesteen, eritteen tai esimerkiksi ruokapartikkelien 
kulkeutumista hengityksen mukana alempiin hengitysteihin (Kinnula ym. 2005). 
Kroonisista hengitystieoireista ja refluksista kärsiviltä ihmisiltä on pystytty 
toteamaan refluksin kulkeuminen aspiroimalla hengitysteihin määrittämällä 
potilaiden henkitorvi- tai keuhkohuuhtelunäytteistä mahalaukusta erittyvää 
ruuansulatusentysyymiä, pepsiiniä (Krishnan ym. 2002, Farrell ym. 2006, 
Jaoude ym. 2010, 36 Lee ym. 2012). Krishnan ym. (2002) havaitsivat 
lapsipotilailla, joilla oli todettu GER ja kroonisia hengitystieoireita, 84 %:lla 
potilaista pepsiiniä henkitorven huuhtelunäytteissä. Farrell ym. (2006) ja 
Starosta ym. (2007) osoittivat molemmat tutkimuksissaan, että lapsipotilaista, 
joilla todettiin GER, pepsiiniä löytyi merkittävästi enemmän terveeseen 
kontrolliryhmään verrattuna. Pepsiinin määrittämiseen näytteistä on 
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tutkimuksissa käytetty useita eri menetelmiä kuten mm. entsyymiaktiivisuuden 
mittaamista, immuunimääritysmenetelmää ja Western blot -menetelmää (Trinick 
ym. 2012).  
 
Tutkimuksemme tarkoituksena oli selvittää tapahtuuko brakykefaalisesta 
syndroomasta kärsivillä koirilla mikroaspiraatiota mittaamalla 
immunomääritysmenetelmällä (ELISA) pepsiiniä koirien 
keuhkohuuhtelunäytteistä. Tutkimusnäytteiksi ELISA-testiä varten näytteet oli 
otettu Helsingin Yliopistollisen eläinsairaalan potilaista, joilla oli todettu 
brakykefaalinen syndrooma. Näytteitä verrattiin ei-brakykefaalisen rodun 
(beaglet) näytteisiin. Westen blot –tutkimuksessa keuhkohuuhtelunäytteitä 
lisäksi verrattiin koiran ja kissan oksennukseen. Hypoteesimme on, että 
pepsiiiniä sisältäviä näytteitä löydettäisiin merkittävästi enemmän 
brakykefaalisten koirien keuhkohuuhtelunäytteistä verrattuna kontrolliryhmään, 
jonka koirat ovat mesatikefaalisia eli koirien joiden kuonon pituus suhteessa 
kallon pituuteen oli normaali. 
 
 
2 KIRJALLISUUSKATSAUS 
 
Brakykefaalinen syndrooma on koiran rakenteeseen liittyvä synnynnäinen 
oireyhtymä, jossa koiran kallon rakenne on normaalia lyhyempi, pehmeä kitalaki 
on normaalia pidempi ja sieraimet ahtautuneet. Poikkeava rakenne aiheuttaa 
ongelmia ilman kulussa ylemmissä hengitysteissä, joista johtuvat 
brakykefaaliselle syndroomalle tyypilliset oireet. (Harvey 1983,  2010) 
 
Tämän kirjallisuuskatsauksen tarkoitus on perehtyä brakykefaaliseen 
syndroomaan, sen oireisiin ja hoitoon, mikroaspiraatioon ja mikroaspiraation 
osoitusmenetelmiin. 
 
2.1 Brakykefaalinen syndrooma 
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Brakykefaalinen syndrooma liittyy koiran pään rakenteeseen, jossa kuono-osa 
on jalostettu hyvin lyhyeksi eli koira on brakykefaalinen. Brakykefaalisuutta 
voidaan arvioida käyttämällä kefaalista indeksiä tai kallo-kasvo-indeksiä (Evans 
1993, Dyce ym. 2002). Kallo-kasvo-indeksiä laskettaessa kallon pituutta 
verrataan kasvojen pituuteen, jolloin lyhytkuonoisilla koirilla arvo lähenee 
kolmea, kun esimerkiksi mesatikefaalisilla beagleilla arvo on noin kaksi (Dyce 
ym. 2002). Kefaalista indeksiä laskettaessa kallon leveyttä verrataan kallon 
pituuteen (Dyce ym. 2002). Brakykefaaliseen kallonmuotoon liittyy osalla 
roduista myös prognatiaa eli alaleuka ei ole lyhentynyt samassa suhteessa 
yläleuan kanssa ja on näin jäänyt pitkäksi (Dyce ym. 2002, König ja Liebich 
2009). 
 
Kuonon lyhentyessä kuitenkin vain luiset osat ovat pienentyneet ja 
pehmytosakudokset ovat pysyneet suunnilleen alkuperäisen suuruisina, jolloin 
niiden suhteellisen suuri koko ahtauttaa hengitysteitä. (Harvey 1983) Tyypillisiä 
brakykefaaliselle syndroomalle rakenteensa takia altistuneita rotuja ovat 
englanninbulldoggi, ranskanbulldoggi, mopsi, bokseri ja kiinanpalatsikoira 
(Harvey 1989, Hendricks 2004, Poncet ym. 2005, Riecks ym. 2007, Fasanella 
ym. 2010). Brakykefaalista syndroomaa tavataa myös ei-brakykefaalisilla 
roduilla kuten esimerkiksi norwichinterrierillä (Johnson ym. 2013). Suurin osa 
brakykefaalisten rotujen koirista kärsii jonkin asteisesta ylempien hengitysteiden 
ahtaudesta (Brown ja Gregory 2005). Fasanella ym. (2010) on raportoinut, että 
brakykefaalisesta syndroomasta kärsivillä 94 %:lla koirista on normaalia 
pidempi pehmeä kitalaki, 77 %:lla kaventuneet sieraimet, 66 %:lla evertoituneet 
laryngeaalisakkulukset, 56 %:lla evertoituneet tonsillat, 39%:lla hypoplastinen 
trakea (Fasanella ym. 2010)  ja Ginn ym. (2008) mukaan 21 %:lla kaudaaliset 
nenäkuorikot työntyvät nenänieluun.  
 
Ahtautuneissa ilmateissä hengitysilman voimistunut virtaus aiheuttaa  
negatiivisen paineen ylempien hengitysteiden limakalvoon, josta aiheutuvat 
sekundaariset muutokset kuten ulos kääntyneet kurkunpään umpipussit eli 
evertoituneet laryngeaalisakkulukset, pehmeän kitalaen paksuuntuminen ja 
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pahimmillaan nielun kasaan painuminen (laryngeaalinen kollapsi) (Johnson 
2010). Brakykefaaliseen syndroomaan voi liittyä myös alempien hengitysteiden 
muutoksia, kuten keuhkoputkien kasaan painumista (De Lorenzi ym. 2009). 
Laryngeaalikollapsia ei tule sekoittaa larynksin paralyysiin, jossa larynksin 
arytenoidirustot eivät hermovaurion takia liiku normaalisti sisäänhengityksessä 
vaan ovat halvaantuneet (Johnson 2010). Larynksin paralyysi voidaan sulkea 
pois tähystyksen avulla. (Krebs ja Marks 2007)  
 
Mesatikefaalisilla roduilla brakykefaalista syndroomaa voi esiintyä yksittäisillä 
koirilla. Ylähengitysteiden ahtautumista voi aiheuttaa myös esimerkiksi nielun 
paralyysi ja kasvaimet ylähengitysteiden alueella (Thieman ym. 2010). 
Norwichinterriereillä esiintyy ylähengitysteiden rakenteellista ahtautumista, joka 
ei liity brakykefaaliseen kallonmuotoon (Johnson ym. 2013). Norwichinterrierien 
ylähengitysteiden obstruktiossa tyypillisiä löydöksiä ovat nielun alueen 
muutokset, kuten evertoituneet nielun sakkulukset, nielun normaalia kapeampi 
rakenne ja nielun kasaanpainuminen (Johnson ym. 2013). Muutoksia tavataan 
myös koirilla joilla ei ole kliinisiä oireita (Johnson ym. 2013). Brakykefaalisessa 
syndroomassa muutokset keskittyvät enemmän koiran nenän kuin nielun 
alueelle, toisin kuin norwichinterriereillä (Johnson ym. 2013, Johnson 2010).  
 
2.1.1 Oireet  
 
Brakykefaaliseen syndroomaan liittyy sekä hengitysteiden oireita, että 
sekundaarisena hengitysteiden rakenteesta johtuvia ruuansulatuskanavan 
oireita (Poncet ym. 2006). 
 
2.1.1.1 Hengitysteiden oireet 
 
Brakykefaaliseen syndrooman kliinisiä oireita ovat korisevat ja kuorsaavat 
hengitysäänet, kakominen, regurgitaatio ja oksentaminen, huonontunut 
rasituksen sietokyky ja hengitysvaikeudet (Johnson 2010), jotka altistavat koiran 
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hypertermialle (lämpöhalvaukselle) ja ajoittaiselle hapenpuutteelle (Koch ym. 
2003, Riecks ym. 2007). Hapenpuute voi pahimmillaan johtaa syanoosiin ja 
pyörtymiseen etenkin koiran innostuessa (Koch ym. 2003, Riecks ym. 2007). 
Oechtering ym. (2013) ovat esittäneet hypoteesin, että brakykefaaliseen 
kallonmuotoon liittyvä erittäin lyhyt kuono aiheuttaisi sen, etteivät 
brakykefaaliset koirat pysty viilentämään itseään yhtä tehokkaasti kuin mesati- 
ja dolikokefaaliset koirat. Normaalirakenteinen koira viilentää kehoaan kuumalla 
ilmalla tai liikunnan jälkeen läähättämällä, jolloin nenäkuorikoissa vaihtuva ilma 
viilentää verta lämmön siirtyessä verestä ilmaan. Lyhyt kallonmuoto aiheuttaa 
sen, että nenäkuorikoille ei jää tilaa olemattomassa nenäontelossa ja lämmön 
johtuminen verestä ilmaan häiriintyy, mikä altistaa brakykefaaliset koirat 
lämpöhalvaukselle ja koira sietää liikuntaa normaalia huonommin. (Oechtering 
2008). Tämä ilmenee myös siten, että brakykefaalisen koiran omistajat osaavat 
varoa lämpöhalvausta eivätkä ulkoiluta koiriaan lämpimällä ilmalla. 
Kyselytutkimuksen mukaan brakykefaalisten koirien omistajista yli 30 % arvioi 
voivansa ulkoiuttaa koiraansa kesällä alle 10 minuuttia, ja yli 40 % arvioi 
ulkoilutusajan olevan 10-30 minuuttia kerrallaan, siinä missä mesatikefaalisten 
koirien omistajista 80 % ilmoitti ajaksi yli 60 minuuttia, ja loputkin sijoittuivat 30 - 
60 minuuttia ryhmään (Roedler ym. 2013).  
 
Ahtautuneet hengitystiet vaikeuttavat koiran hengittämistä myös sen nukkuessa 
(Hendricks 2004). Unen aikana nielun alueen hengitysteiden lihakset 
rentoutuvat, jolloin ylähengitystiet kaventuvat entisestään tai jopa tukkeutuvat ja 
koira kärsii uniapneasta (Hendricks 2004, Roedler ym. 2013). Uniapnea 
tarkoittaa unenaikaisia hengityskatkoksia. Tutkittaessa englanninbulldoggien 
unta, huomattiin niillä ihmisten uniapneaan liittyvät pääasialliset oireet: 
englanninbulldoggit nukahtavat hyvin nopeasti uudessakin ympäristössä, 
kuorsaavat, koirilla on paradoksaalisia hengitysliikkeitä ja unen aikana 
havaiutaan ajoittainen, toistuva hengityksen keskeytyminen (Hendricks 2004). 
Brakykefaalisten koirien omistajilla teetetyssä kyselyssä uniongelmien 
esiintyvyydeksi saatiin 56 % (Roedler ym. 2013). Kyselytutkimuksessa 
raportoitiin muun muassa seuraavia uniongelmia: koira pystyy nukkumaan vain 
leuka kohotettuna, koira saa tukehtumiskohtauksia nukkuessaan tai koira yrittää 
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nukkua istuma-asennossa (Roedler ym. 2013). Apnea johtaa hapen osapaineen 
laskuun veressä, jolloin koira herää unestaan vähän väliä turvatakseen 
kudosten hapen saannin ja tämä johtaa lisääntyneeseen uneliaisuuteen hereillä 
olo aikana (Hendricks 2004). 
 
Brakykefaalisen syndrooman oireet voivat ilmaantua jo 6 viikon ikäiselle 
pennulle, mutta koira voi olla myös hyvin iäkäs kun oireet havaitaan (Johnson 
2010). Syndrooman oireiden takia hoitoon tuotavien koirien ikä on keskimäärin 
2,5 - 3,5 vuotta (Krebs ja Marks 2007). Yli puolet brakykefaalisten koirien 
omistajista ei kuitenkaan näe oireita normaalista poikkeavana, joka saattaa 
hidastaa koiran hoitoon pääsyä (Packer ym. 2012).  
 
2.1.1.2 Ruuansulatuskanavan oireet  
 
Ahtaat ylähengitystiet aiheuttavat sen, että koira joutuu tekemään enemmän 
töitä sisään hengittäessään kuin normaalirakenteiset lajitoverinsa (Hendricks 
2004). Tämä rasittaa brakykefaalisen koiran palleaa ja kylkivälilihaksia 
normaalia enemmän ja sisäänhengitys vaatii suuremman alipaineen (Hendricks 
2004). Suurentunut alipaine rintakehässä altistaa koiran kroonisen 
hengitysteiden ärsytyksen lisäksi ruuansulatuskanavan ongelmille (Poncet ym. 
2005). Brakykefaliaan liittyviä ruuansulatuskanavan oireita ovat oksentelu, 
regurgitaatio ja dysfagia (Johnson 2010). 
 
Tutkimusten perusteella yli 95 %:lla brakykefaalisista koirista löytyy 
ruuansulatuskanavan anomalia, kuten ruokatorven laajentuma, pituusakseliin 
liittyvä mahalaukun (osittainen) työntyminen rintaonteloon pallean 
ruokatorviaukosta (aksiaalinen hiatushernia) tai mahan suuaukon velttous 
(kardian atonia), ja yleistynyt tai follikulaarinen mahalaukun tulehdus (gastriitti). 
Lisäksi tutkimuksissa on löydetty yhteys hengitystieoireiden vakavuuden ja 
ruuansulatuskanavan muutosten vakavuuden välillä. (Poncet ym. 2005) Poncet 
ym. (2005) mukaan brakykefaalisilla koirilla jatkuvan oksentelun aiheuttama 
positiivinen vatsaontelon paine, aerofagia (ilman nieleminen) ja negatiivinen 
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rintakehän paine voivat olla selityksenä GER:lle. GER aiheuttaa kroonista 
ärsytystä ja tulehdusta ruokatorven yläosassa ja nielussa. (Poncet ym. 2005) 
Brakykefaaliseen syndroomaan liittyvä aerofagia aiheuttaa koiralle ilmanvaivoja 
(Harvey 1989). 
 
2.1.2 Diagnoosi 
 
Brakykefaalinen syndrooma voidaan diagnosoida kliinisesti tarkkailemalla 
tyypilliset oireet omaavaa koiraa tai tähystämällä koiran hengitystiet 
anestesiassa. Brakykefaalinen syndrooma diagnosoidaan usein oireiden 
perusteella, koska kaventuneet hengitystiet lisäävät anestesiariskiä (Taulukko 
1). Kliiniselle diagnoosille on tyypillistä, että koiralla on kaventuneet sieraimet ja 
nielusta kuullaan korinaa tai kuorsaavaa ääntä yleensä ilman stetoskooppiakin. 
Epäspesifisenä oireena voidaan havaita jatkuva suu auki hengittäminen. 
(Hendricks 2004)  
 
Rintakehän, kaulanalueen ja pään sivu röntgenkuvasta voidaan arvioida 
pehmeänkitalaen pituutta ja henkitorven ventro-dorsaalikorkeutta voidaan 
verrata rinta-apertuuran korkeuteen epäiltäessä hypoplastista trakeaa (Harvey 
1989, Hendricks 2004, Johnson 2010). Hypoplastista trakeaa tavataan 
erityisesti englanninbulldoggeilla, joilla henkitorven sisämitan suhde rinta-
apertuuran korkeuteen on epänormaalin pieni (jopa < 0,127). Muilla 
brakykefaalisilla koiraroduilla suhde on < 0,160 ja ei-brakykefaalisilla koirilla > 
0,204. (Harvey ja Fink 1982)  
 
Valtimoveren verikaasu mittauksissa on havaittu, että  brakykefaalisilla koirilla 
on mesati- ja dolikokefaalisiin koiriin verrattuna hieman korkeampi hiilidioksidin 
osapaine ja matalampi hapenosapaine, mutta arvot pysyvät kuitenkin 
suurimmaksi osaksi viiterajoissa (Hoareau ym. 2012, Lynelle 2010). 
Brakykefaaliseen syndroomaan saattaa liittyä myös kroonisen hypoksemian 
aiheuttama polysytemia eli verisolujen normaalia suurempi määrä, joka 
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nähdään kohonneena hematrokriittina (48 +/- 4 %) verrattuna normaaleihin 
koiriin, mutta joka on viitealueella (38 – 57 %) (Krebs ja Marks 2007, Hoareau 
ym. 2012). 
 
Taulukko 1. Yhteenveto brakykefaalisen syndroomaan liittyvistä kliinisistä 
löydöksistä  
Kliinisen tutkimuksen 
löydökset 
Verinäytetulokset Röntgenkuvat 
Kaventuneet sieraimet 
Lievästi alentunut 
hapenosapaine 
Hypoplastinen trakea 
Korinaa tai rohinaa 
ylähengitysteistä 
Lievästi kohonnut  
hiilidioksidin osapaine 
Normaalia pidempi pehmeä 
kitalaki 
(suu auki hengittäminen) 
Lievästi 
kohonnut hematokriitti 
Mahdollinen hiatus hernia 
(huonontunut rasituksen 
sietokyky) 
Lievä polysytemia 
 
(ruuansulatuskanavan 
ongelmat) 
    
  
 
Diagnoosi vahvistetaan tähystämällä koiran nielun alue. Pidentynyt 
pehmeäkitalaki ja mahdolliset muut ylähengitysteiden muutokset diagnosoidaan 
yleisanestesiassa, jota usein seuraa ahtauttavien rakenteiden kirurginen 
korjaus. (Koch ym. 2003, Hendricks 2004, Johnson 2010) Normaalirakenteisella 
koiralla pehmeäkitalaki ulottuu korkeintaan 1-2 mm epiglottiksen kärjestä 
kaudaalisesti. Evertoituneet laryngeaalisakkulukset nähdään kohoavana 
pehmytkudoksena hieman äänihuulten lateraalipuolella ventraalisesti. Nielun 
kasaan painuminen voidaan tunnistaa mediaalisesti siirtyneistä 
arytenoidirustoista ja se tulee erottaa nielun paralyysistä, jossa normaalilta 
näyttävät rustot eivät liiku sisäänhengityksen aikana. (Johnson 2010) 
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2.1.3 Hoito 
 
Brakykefaalista syndroomaa voidaan hoitaa kirurgisesti tai konservatiivisesti 
koiran sairauden vakavuuden mukaan (Koch ym. 2003).  
 
2.1.3.1 Kirurginen hoito 
 
Brakykefaalisen syndrooman ainoa oireita merkittävästi helpottava hoitomuoto 
on leikkaus. Riippuen koiran ilmateitä ahtauttavista rakenteista, koiralle voidaan 
suorittaa yksi tai useampi ahtaumaa helpottavista leikkauksista. Näitä ovat 
sierainten avartaminen, pehmeän kitalaen lyhentäminen, 
laryngeaalisakkulusten poisto (Koch ym. 2003, Hendricks 2004, Riecks ym. 
2007, Johnson 2010, Trappler ja Moore 2011a) ja nenänieluun työntyvien 
nenäkuorikoiden poisto (Oechtering 2008). Jos koiralla todetaan henkeä 
uhkaava laryngeaali kollapsi, eli nielun kasaan painuminen, voi koira hyötyä 
myös nielun arytenoidirustojen kirurgisesta korjaamisesta (White 2012). 
 
Kirurgiset toimenpiteet suoritetaan yleisanestesiassa koiran maatessa 
rintakehänsä päällä. Sierainten avartamisen tarve tarkastetaan arvioimalla 
ilman kulkua koiran hengittäessä (Harvey 1982b). Sieraimia voidaan avartaa 
poistamalla sieraimen lateraalisen siiven ruston ja epiteelin muodostama kiila 
(Harvey 1982b) tai leikkaamalla pois kolmionmuotoinen kiila samasta kohdasta 
niin, että poistetun osan reunat ommellaan yhteen (Koch ym. 2003). Normaalia 
pidempi pehmeä kitalaki lyhennetään leikkaamalla ylimääräinen osa pois ja 
ompelemalla haava sulavilla tikeillä (Harvey 1982a, Koch ym. 2003). 
Kiintopisteenä leikkauskohdalle voidaan pitää epiglottiksen kärkeä (Koch ym. 
2003) tai nielurisojen keskikohtaa tai niiden kaudaalireunaa  siten, että pehmeä 
kitalaki ei enää häiritse kurkunpään toimintaa (Harvey 1982b,  Koch ym. 2003).  
 
Brakykefaalisten koirien pehmeän kitalaen kirurgisessa korjaamisessa voidaan 
käyttää laseria (Clark ja Sinibaldi 1994, Davidson ym. 2001, Riecks ym. 2007, 
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Dunie-Merigot ym. 2010). Verrattaessa laserin käyttöä perinteiseen kirurgiaan ei 
tutkimuksissa ole huomattu eroa koirien toipumisessa leikkauksesta, mutta 
keskimäärin laserilla tehty leikkaus oli nopeampi, mikä mahdollistaa lyhyemmän 
anestesian (Davidson ym. 2001). Tutkimuksissa hiididioksidilaser on ollut muita 
laservaihtoehtoja tehokkaampi nopeutensa ja hyvän hemostaasin takia (Dunie-
Merigot ym. 2010).  
 
Laryngeaalisakkulusten poisto voidaan tehdä leikkaamalla sakkulukset saksilla. 
Intubaatioputki poistetaan toimenpiteen ajaksi. (Harvey 1982c, Cantatore ym. 
2012) Risat voidaan poistaa, jos ne työntyvät nenänieluun (Koch ym. 2003).  
 
Kirurgisen hoidon ennuste on hyvä ja se vähentää kliinisiä oireita yli 90 %:lila 
koirista (Poncet ym. 2006, Riecks ym. 2007). Nenänieluun työntyvien 
nenäkuorikoiden kirurginen korjaaminen parantaa ilmavirtausta brakykefaalisten 
koirien nenäkäytävässä 50 % (Oechtering ym. 2007). Tutkimusten mukaan 
hypoplastinen henkitorvi ei vaikuta pitkän aikavälin ennusteeseen (Pink ym. 
2006, Riecks ym. 2007). Ennustetta parantaa rakenteiden kirurginen korjaus 
ennen yhden vuoden ikää (Hendricks 2004), jolloin sekundaarimuutokset eivät 
välttämättä vielä ole ehtineet kehittyä (Johnson 2010). Bronkien ahtauma ei 
vaikuta kirurgisten toimenpiteiden pitkän aikavälin ennusteeseen (De Lorenzi 
ym. 2009). Ilmateitä ahtauttavien rakenteiden kirurgisella korjaamisella on 
todettu myös vähentävän ruuansulatuskanavaoireita (Poncet ym. 2006).   
 
2.1.3.2 Konservatiivinen hoito 
 
Akuutin hengitysvaikeuden hoito on aloitettava viipymättä. Koiralle on annettava 
happea esimerkiksi maskin kautta tai happikaapin avulla. Mikäli koiran 
ruumiinlämpö on kohonnut, sitä tulee pyrkiä viilentämään, mahdollisuuksien 
mukaan jo matkalla eläinlääkäriin. Hermostuneelle tai rauhattomalle, mutta 
stabiilille akuutista hengitysvaikeudesta kärsivälle koiralle voidaan antaa 
rauhoittavaa lääkeainetta, kuten butorfanolia. Syvä rauhoittuminen voi kuitenkin 
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rentouttaa nielun lihaksia johtaen hengitysteiden kasaan painumiseen, joten 
rauhoittaminen vaatii mahdollisuuden intuboida koira tarvittaessa. (Krebs ja 
Marks 2007) Lyhytvaikutteisten kortikosteroidien annostelu ja häkkilepo voi 
vähentää hengitysteiden ödeemaa ja avartaa hengitysteitä, mutta nekään eivät 
poista alla olevaa ongelmaa. (Hawkins 2009) 
 
Kroonisempiin brakykefaalisen syndrooman kliinisten oireiden hoitoon kuuluu 
ylipainoisen koiran laihduttaminen, josta on hyötyä myös ennen mahdollista 
kirurgista hoitoa (Johnson 2010, Trappler ja Moore 2011b). Liikuntaa ja koiran 
aktivoimista tulee välttää lämpimällä ja kostealla ilmalla. Koira tulee ulkoiluttaa 
viileään vuorokauden aikaan ja tehdä vain lyhyitä lenkkejä. Eläinsairaalaoloissa 
tulee välttää koiran stressaantumista ja pitää potilas rauhallisena ja viileänä. 
(Trappler ja Moore 2011b) Ruuansulatuskanavan ongelmista kärsiville koirille 
tulisi antaa sairautta vastaava hoitoa, kuten kuten antasideja tai prokineettejä 
riippuen ruuansulatuskanavaongelma luonteesta (Poncet ym. 2006,  Trappler ja 
Moore 2011b). 
 
2.2 Mikroaspiraatio 
 
Aspiraatiossa alempiin hengitysteihin joutuu sisään hengitettyä mahalaukun, 
ruokatorven tai ylempienhengitysteiden nestemäistä tai kiinteää materiaalia tai 
eritettä (Kinnula ym. 2005). Mikroaspiraatio tarkoittaa subkliinisten, pienten 
pisaroiden aspiraatiota (Lee ym. 2010). Mikroaspiraatiota ei ole osoitettu koirilla 
minkään hengitystiesairauden yhteydessä. Nino ym. (2007) loivat koe-
eläinmallin sekarotuisilla koirilla proksimaalisesta esofageaalirefluksista 
tutkiakseen mahanesteen aspiraation vaikutuksia alempiin hengitysteihin. 
Heidän tutkimuksensa tuloksena oli, että proksimaalinen esofageaalirefluksi ei 
yksin aiheuta aspiraatiota vaan he toivat esille ylempien hengitysteiden 
rakenteen mahdollisen vaikutuksen. Brakykefaalisesta syndroomasta kärsivillä 
koirilla nielun rakenne on erilainen kuin meso- tai dolikokefaalisilla koirilla.  
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Tuchman ym. 1984 tutkivat suolahapon vaikutusta keuhkoihin nukutetuilla 
kissoilla. Tutkimuksen kaikilla kissoilla suolahapon annostelu henkitorveen 
aiheutti keuhkoputkien konstriktiota. Tulos vahvistaa epäilyksiä GER:n 
yhteydestä keuhkoahtaumatautiin ja tutkijat pohtivat mikroaspiraatioiden 
osallisuutta tapahtumiin.  
 
Ihmislääketieteen tutkimuksissa mikroaspiraatiot on yhdistetty useisiin 
sairauksiin kuten keuhkofibroosi, astma ja krooninen yskä (Krishnan ym. 2002, 
Jaoude ym. 2010). Keuhkofibroositaudin syntymekanismi on tuntematon, mutta 
joidenkin fibroosipotilaiden näytteistä on löytynyt pepsiiniä (Lee ym. 2010). 
Lapsipotilailla, joilla on todettu GER, on löydetty pepsiiniä 
henkitorvenhuuhtelunäytteistä ja keuhkohuuhtelunäytteistä (Farrell ym. 2006, 
Starosta ym. 2007). 
 
Mikroaspiraatioiden tutkimuksessa on käytetty pepsiinin määrittämistä 
keuhkohuuhtelunäytteestä (Farrell ym. 2006, Trinick ym. 2012) ja 
trakeahuuhtelunäytteistä (Trinick ym. 2012). Muita mikroaspiraation 
tutkimuksessa käytettyjä biomarkkereita ovat mm. lipid-laden makrofagit (Farrell 
ym. 2006, Rosen ym. 2012), sappihappojen määritys keuhkohuuhtelunesteestä 
(Trinick ym. 2012) ja henkitorven pH-mittaus (Farrell ym. 2006). 
Luotettavimmaksi menetelmäksi on kuitenkin todettu pepsiinin määrittäminen 
keuhkohuuhtelunäytteestä (Farrell ym. 2006). 
 
2.2.1 Trakeahuuhtelu, keuhkoputkien tähystys ja keuhkohuuhtelunäyte 
 
Trakeahuuhtelu, keuhkoputkien tähystys ja keuhkohuuhtelunäyte ovat alempien 
hengitysteiden tutkimukseen käytettyjä diagnostisia menetelmiä (Johnson 
2010). Keuhkoputkien tähystyksessä voidaan mm. arvioida keuhkoputkien 
pintaepiteelin kuntoa, mahdollisten eritteiden määrää ja hengitysteiden 
läpimittaa (Johnson 2010). Huuhtelunäytteitä on käytetty ihmislääketieteessä 
mikroaspiraatioiden tutkimukseen mm. määrittämällä niistä pepsiiniä, 
sappihappoja tai lipid-laden-makrofageja (Trinick ym. 2012). 
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2.2.1.1 Trakeahuuhtelu 
 
Trakeahuuhtelu eli henkitorven huuhtelu voidaan tehdä koiralle suunkautta tai 
transtrakeaalisesti eli punktoimalla ihon läpi trakean rustojen välistä (Creevy 
2009). Suunkautta tehtävä trakeahuuhtelu voidaan tehdä myös keuhkoputkien 
tähystyksen yhteydessä (Creevy 2009, Johnson 2010).  
 
Trakeahuuhtelussa henkitorveen ruiskutetaan steriilin katetrin (tai endoskoopin) 
kautta fysiologista suolaliuosta, josta mahdollisimman suuri osa imetään 
takaisin (Johnson 2010). Trakeahuuhtelu voidaan tehdä koiralle mm. 
epäiltäessä pneumoniaa, joka aiheuttaa voimakkaita muutoksia yleistilaan ja 
nostaa anestesiariskiä. Transtrakeaalinen trakeahuuhtelu voidaan tehdä 
rauhalliselle potilaalle kevyessä rauhoituksessa ja paikallispuudutuksessa 
(Creevy 2009).  Suunkautta tehtävä trakeahuuhtelu vaatii potilaan nukutuksen 
(Creevy 2009).  
 
Trakeahuuhtelunäytteestä tutkitaan yleensä solukuva ja viljely, joskin ylemmistä 
hengitysteistä peräisin oleva kontaminaation mahdollisuus on otettava 
huomioon (Creevy 2009, Johnson 2010). Tämän vuoksi viljelytuloksia tulee 
verrata solukuvaan tulehduksen diagnosoimiseksi (Johnson 2010). 
Trakeahuuhtelunäytteessä terveillä eläimillä suurin soluryhmä on värekarvalliset 
epiteliaalisolut (Johnson 2010).  Trakeahuuhtelunäytteessä makrofagit ja 
tulehdussolut ovat harvinainen löydös (Johnson 2010). 
 
2.2.1.2 Keuhkoputkien tähystys 
 
Keuhkoputkien tähystys voidaan suorittaa koiralle, jolla epäillään hengitysteihin 
liittyvää akuuttia tai kroonista sairautta (Kuehn ja Hess 2004). Keuhkoputkien 
tähystys mahdollistaa hengitysteiden rakenteen ja seinämien kunnon arvioinnin 
jopa tertiääristen bronkien tasolle asti (Kuehn ja Hess 2004). 
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Tähystys suoritetaan yleisanestesiassa koiran maatessa rintalastansa päällä 
pää tuettuna esimerkiksi pyyhkeellä niin, että kuono on samassa linjassa 
pöydän kanssa (Kuehn ja Hess 2004). Ennen anestesian induktiota koiraa 
hapetetaan useita minuutteja (Johnson 2010). Anestesian induktion jälkeen 
koira intuboidaan mahdollisimman isolla intubaatioputkella, jonka läpi 
keuhkoputkien tähystyksessä käytettävä steriloitu endoskooppi viedään koiran 
hengitysteihin tai endoskooppi voidaan vielä trakeaan suoraan ilman 
intubaatioputkea (Rajamäki ym. 2001, Kuehn ja Hess 2004, Johnson 2010). 
Anestesian ylläpitoon käytetään inhalaatioanestesiaa tai laskimoon 
annosteltavaa injektioanestesiaa (Rajamäki ym. 2001, Kuehn ja Hess 2004, 
Johnson 2010). Keuhkoputkien tähystyksessä arvioidaan hengitysteiden 
lumenin kokoa ja symmetrisyyttä, seinämien väriä ja tasaisuutta, limakalvon 
kuntoa sekä katsotaan onko ilmateissä eritteitä (Johnson 2010).  
 
2.2.1.3 Keuhkohuuhtelunäyte 
 
Keuhkoputkien tähystyksen yhteydessä voidaan ottaa keuhkohuuhtelunäyte 
endoskoopin kautta, endoskoopin avulla tai sokkona (Andreasen 2003, Hawkins 
2004, Johnson 2010). Endoskooppi avusteisessa tähystyksessä  
keuhkohuuhtelunäytteen otto alue päätetään löytyneiden muutosten perusteella 
(Hawkins 2004). Steriiliä, 0,9% natriumkloridiliuosta ruiskutetaan ennalta mitattu 
määrä valittuun keuhkolohkoon tai lobukseen esimerkiksi endoskoopin kanavan 
kautta (Hawkins 2004). Välittömästi liuoksen ruiskuttamisen jälkeen 
mahdollisimman suuri osa imetään takaisin ruiskuun. Prosessi toistetaan 
tarvittaessa (Hawkins 2004). Keuhkohuuhtelunäyte sentrifugoidaan solujen 
erottelulaskentaa varten, jonka jälkeen jäljelle jää supernatantti, josta voidaan 
määrittää pepsiiniä (Farrell ym. 2006). Solujen laskentaa ja erottelulaskentaa 
varten näyte värjätään esimerkiksi May-Grünwald-Giemsa-värjäyksellä 
(Rajamaki ym. 2001).  
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Terveiden koirien keuhkohuuhtelunäytteiden solukuva vaihtelee hyvin paljon 
(Andreasen 2003). Solukuvaa kuitenkin hallitsevat mononukleaariset solut, 
kuten bronkoalveolaarimakrofagit ja lymfosyytit (Rajamäki ym. 2001, Andreasen 
2003). Terveellä koiralla on havaittu keuhkohuuhtelunäytteen 
kokonaissolumäärän olevan 104 +/- 69 solua mikrolitrassa (Rajamäki ym. 
2001). Keuhkohuuhtelunäyte voidaan jaotella solukuvaltaan seuraavalla tavalla: 
akuutti neutrofiilinen, krooninen aktiivinen (sekasoluinen), krooninen, 
eosinofiilinen, hemorraginen tai neoplastinen inflammaatio (McCullough ja 
Brinson 1999).  
 
Keuhkohuuhtelunäytteen tulkinnassa tunnetaan erilaisia virhelähteitä 
(McCullough ja Brinson 1999). Tuloksiin vaikuttaa esimerkiksi näytteen käsittely 
ja säilytys (McCullough ja Brinson 1999). Solukuvan laatu voi muuttua soluista 
vapautuneiden entsyymien vuoksi (McCullough ja Brinson 1999). Näytteiden 
kuljetus suositellaan tehtävän jäiden ympäröimänä ja sytosentrifugointi 
suositellaan tehtäväksi 30 - 60 minuutin kuluessa näytteen keräyksestä 
(McCullough ja Brinson 1999). Näytteessä olevat makrofagit ja neutrofiilit 
saattavat fagosytoida solun ulkoisia bakteereja sekoittaen näytteen tulkintaa 
(McCullough ja Brinson 1999). Jos näytteen käsittely viivästyy, voi alemmista 
hengitysteistä irronneista epiteelisoluista irrota niiden solukalvoon kiinnittyneitä 
värekarvoja, jotka voi analyysissä sekoittaa sauvabakteereihin (Andreasen 
2003). Bakteeriviljelyn tuloksen tulkinnassa on otettava huomioon, että 
terveidenkään koirien isommat ilmatiet eivät ole steriilejä ja siksi usein käytetty 
meneltemä on kvantitatiivinen viljely jossa bakteerien määrälle infektiota 
osoittamaan on asetettu raja-arvo (1,7 x 103 pmy / ml BAL nestettä) (Peeters 
ym. 2000, Hawkins 2004). 
 
2.2.2 Mikroaspiraatio ja gastroesofageaalirefluksi ihmisellä 
 
GER aiheuttaa ihmisillä pitkittynyttä yskää, närästystä ja polttavaa tunnetta 
rintalastan takana (Miettinen ym. 1987, Kinnula ym. 2005). Oireet pahenevat 
tyypillisesti makuulla (Kinnula ym. 2005). pH:n mittausta ruokatorvesta on 
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käytetty GER:n toteamiseen, koska refluksissa mahalaukun hapan sisältö 
nousee ruokatorveen ja muuttaa pH:n happamaksi (Miettinen ym. 1987, Kinnula 
ym. 2005). Hapan mahan sisältö aiheuttaa usein myös ruokatorventulehduksen 
(Miettinen ym. 1987). Menetelmän ongelmana on kuitenkin se, että refluksi ei 
aina ole hapanta (Rosen ym. 2012). 
 
Ruokatorventulehduksen lisäksi GER:n on todettu ihmisillä aiheuttavan muun 
muassa äänenkäheyttä (Patcharatrakul ja Gonlachanvit 2014) ja akuuttia 
hengitystieoireyhtymää (Jaoude ym. 2010). Tutkimuksissa on epäilty 
keuhkofibroositaudin ja GER:n liittyvän toisiinsa mikroaspiraatioiden välityksellä 
ja keuhkofibroosipotilaiden on todettu hyötyvän gastroesofageaalirefluksitaudin 
lääkityksestä (Lee ym. 2011, Lee ym. 2012).  Mikroaspiraatioita ihmisillä 
aiheuttaa myös intubaatioputken mansettiin kerääntyvä erite ylemmistä 
hengitysteistä, joka valuu pikkuhiljaa seinämää myöden alempiin hengitysteihin 
(Kinnula ym. 2005).  
 
Uniapneapotilailla on samantyyppisiä kliinisiä oireita kuin brakykefaalisilla 
koirilla, kuten kuorsaus, hengityskatkokset nukkuessa ja GER (Kinnula ym. 
2005). Tutkimuksessa, jossa on tutkittu uniapnean ja GER:n yhteyttä, ei ole 
vielä saatu selville liittyvätkö sairaudet toisiinsa vai ovatko vain altistavat tekijät 
samat (Zanation ja Senior 2005, Yang ym. 2013). On kuitenkin esitetty, että 
kuorsaukseen liittyvä rintakehän negatiivinen paine voisi aiheuttaa GER:a 
(Yang ym. 2013). GER:n nousu ruokatorveen kuitenkin usein edeltää 
uniapneaan liittyviä unenaikaisia tapahtumia, kuten heräämistä (Yang ym. 
2013). Englanninbulldoggia on käytetty apuna ihmisen uniapnean 
mallinnuksessa, jossa kolmellakymmenellä tutkitulla koiralla on todettu ihmisen 
uniapnealle tyypilliset oireet (Hendricks 2004).  
 
2.2.3 Mikroaspiraation mittausmenetelmiä ja sen vaikutus keuhkokudokseen 
 
Badellino ym. (1996) huomasivat tutkimuksessaan, että mahanesteen 
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annostelu henkitorveen ei aiheuttanut suuria muutoksia 
keuhkohuuhtelunäytteen pH:ssa. Mise ym. (2010) tutkimuksessaan refluksin 
vaikutuksia keuhkoihin totesivat, että GER-potilailla keuhkohuuhtelunäytteen 
pH:n oli keskimäärin 5,13, joka on selvästi alhaisempi kuin terveiden ihmisten 
keuhkohuuhtelunäytteistä määritetty keskiarvo 6,5 (Trinick ym. 2012). Matalan 
pH:n on esitetty aiheuttavan kudostuhoa ja pienempien ilmateiden kaventumista 
ödeeman ja tulehduksen takia (Mise ym. 2010), joka altistaa astman 
kehittymiselle (Hom ja Vaezi 2013). Alhaisen pH:n on todettu aiheuttavan 
keuhkoissa tyyppi I alveolaarisolujen apoptoosia ja mahanesteen muiden 
partikkelien, kuten proteiinien, aktivoivan suoraan alveolaarimakrofageja 
(Jaoude ym. 2010). Keuhkofibroosia GER:n epäillään aiheuttava keuhkojen 
jatkuvan vaurioitumisen kautta. GER sisältää todennäköisesti keuhkokudosta 
vaurioittavaa tuntematonta agenssia, joka vaurioittaa keuhkokudosta. Jatkuva 
altistus hidastaa kudoksen korjaantumista ja johtaa krooniseen inflammaatioon 
eli tulehdukseen keuhkokudoksessa, joka altistaa keuhkofibroosin kehittymiselle 
geneettisesti alttiilla yksilöillä. (Raghu ja Meyer 2012) 
 
Mahanesteen mikroaspiraatioista on tehty myös koe-eläin tutkimuksia. Marsuilla 
tehdyissä tutkimuksissa  suolahapon annostelu ruokatorveen aiheutti 
hermostimulaation kautta keuhkojen ödemaa (Hamamoto ym. 1997). 
Mikroaspiraatioiden suoran kemiallisen vaikutuksen lisäksi on ehdotettu 
vagaalisen refleksin aiheuttavan keuhko-oireita, kuten keuhkoputkien 
konstriktiota ja ödemaa, GER:n yhteydessä (Hamamoto ym.1997, Stein 2003).  
 
LLMI tutkimus tehdään keuhkohuuhtelunäytteen makrofageista. 
Keuhkohuuhtelunäytteen makrofagit värjätään Oil-Red-O –värjäyksellä ja niiden 
lipid-laden indeksi määritetään niiden sisältämän lipidimäärän perusteella. LLM-
indeksiä käytetään tutkittaessa aspiraation yhteyttä keuhkosairauteen ja sitä 
voidaan käyttää epäspesifisenä indikaattorina keuhkojen parenkyyman 
sairaudesta. (Corwin ja Irwin 1985) Savchenko ym. (2006) määrittivät 
tutkimuksessaan terveiden koirien LLM-indeksin ja totesivat menetelmän olevan 
käyttökelpoinen tutkittaessa GER:a. Nino ym. (2007) totesivat tutkimuksessaan, 
että distaaliseen ruokatorveen ulottuva refluksi ei merkittävästi lisää 
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keuhkohuuhtelunäytteen LLM-indeksiä, mutta meneltemä voisi olla 
käyttökelpoinen tutkittaessa mikroaspiraation mahdollisesti aiheuttamaa 
keuhkoärsytystä.  
 
2.2.4 Pepsiinin käyttö mikroaspiraation osoituksessa 
 
Pepsiini on mahalaukun seinämän pääsolujen tuottama proteiini, jonka 
tehtävänä on pilkkoa mahalaukussa ravinnon sisältämiä proteiineja (Sjaastad 
2003). Pepsiini erittyy inaktiivisena pepsinogeeninä, joka pilkkoutuu aktiiviseksi 
pepsiiniksi ja lyhyeksi peptidiksi happamassa ympäristössä, kuten 
mahalaukussa (Sjaastad 2003). Pepsiiniä ei tiettävästi tuoteta missään muualla 
elimistössä, jonka vuoksi se on potentiaalinen biomarkkeri GER:n toteamiseksi 
keuhkoista (Farrell ym. 2006, Trinick ym. 2012). GER sisältää mahalaukun 
sisältöä, pepsiiniä, jota voi kulkeutua keuhkoihin mikroaspiraation mukana (Lee 
ym. 2010, Rosen ym. 2012).  
 
Pepsinogeeniä sen sijaan tuotetaan mahalaukun pääsolujen lisäksi alveolien 
tyyppi 2-soluissa, joiden päätoimena on tuottaa keuhkojen surfaktanttia (Foster 
ym. 2004) sekä sitä löytyy myös terveyden koirien seerumista (Suchodolski ym. 
2003), jonka vuoksi se ei sovi GER:n mikroaspiraation markkeriksi. GER 
sisältää mahalaukun sisältöä, pepsiiniä, jota voi kulkeutua keuhkoihin 
mikroaspiraation mukana (Lee ym. 2010, Rosen ym. 2012).  
 
2.2.4.1 Pepsiinin määrittämisessä käytettyjä laboratoriomenetelmiä 
 
Pepsiinin määrittämiseen keuhkohuuhtelunäytteestä on mahdollista käyttää 
erilaisia menetelmiä. Aikaisemmissa tutkimuksissa on käytetty vasta-
ainereaktioihin perustuvia menetelmiä, kuten immuunimääritysmenetelmää ja 
Western blot -menetelmää (Metheny ym. 2004, Rosen ym. 2012), sekä 
entsyymiaktiivisuuden mittaamista (Badellino ym. 1996). 
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Immuunimääritysmenetelmä perustuu antigeeni-vasta-ainereaktioihin (Metheny 
ym. 2004). Immuunimääritystä on käytetty määritettäessä pepsiiniä lasten ja 
kaniinien keuhkohuuhtelunäytteistä (Metheny ym. 2004, Farrell ym. 2006). 
Immuunimääritykset, kuten ELISA-testi ja Western blot –menetelmä, ovat 
riippuvaisia pepsiinivasta-aineen laadusta ja tarkkuudesta pepsiiniin 
sitoutumisen suhteen (Trinick ym. 2012).  
 
Rosen ym. (2012) käyttivät pepsiinin mittaamiseen Western blot –menetelmää, 
jossa keuhkohuuhtelunäytteestä urea lyysis –puskurissa eristettyä proteiinia 
ajettiin SDS-PAGE-geelissä. Tutkimuksessa käytettiin kontrolleina ihmisen 
mahanesteestä eristettyä pepsiiniä ja pepsinogeeniä (Rosen ym. 2012). 
Western blot –menetelmä erottelee elektroforeesin avulla pepsiinin ja 
pepsinogeenin, koska niillä on erilainen molekyylipaino (Trinick ym. 2012). 
Western blot –menetelmä havaitsee käytetystä vasta-aineesta riippuen jopa alle 
0,05 ng/ml pepsiinimääriä (Johnston ym. 2013). 
 
Pepsiiniä voidaan mitata näytteestä tutkimalla näytteen entsyymiaktiivisuutta 
substraatin pilkkomisen ja spektrofotometrin avulla (Trinick ym. 2012). 
Aktiivisuutta mitattaessa on otettava huomioon, että pepsiini inaktivoituu pH:n 
noustessa arvoon 6,5 (Badellino ym. 1996, Trinick ym. 2012) esimerkiksi 
keuhkohuuhtelunäytteessä (ihmisillä keuhkohuuhtelunäytteet keskimääräinen 
pH on 6,5) (Trinick ym. 2012). Badellino ym. (1996) osoittivat tutkimuksessaan, 
että pepsiinin määritys entsyymiaktiivisuutta tutkimalla on mahdollista vielä 60 
minuuttia näytteenoton jälkeen. Koska pepsinogeeniä on löydetty seerumista ja 
keuhkoista, näytteen hapattaminen pepsiinin aktivaation ylläpitämiseksi voi 
antaa vääriä positiivisia tuloksia (Suchodolski ym. 2003, Trinick ym. 2012). 
 
2.2.4.2 Pepsiinin herkkyys ja sensitiivisyys osoittamaan mikroaspiraatiota 
 
Rosen ym. (2012) tutkimuksen perusteella pepsiinin sensitiivisyys ja spesifisyys 
tutkittaessa GER:n esiintymistä ovat alhaisia verrattuna standarditutkimuksiin, 
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kuten esofaguksen eli ruokatorven pH-mittaukseen tai esofaguksen 
endoskopiaan.  
 
Eläinmallitutkimuksessa, jossa tehtiin pakotettu mahanesteen aspiraatio 
kaniineille, pepsiinin määrityksen sensitiivisyys ja spesifisyys 
trakeahuuhtelunäytteestä olivat korkeat (Metheny ym. 2004). Rosen ym. (2012) 
mukaan pepsiinin keuhkohuuhtelunäytteestä löytymisen positiivinen 
ennustearvo GER:lle on 50 % ja negatiivinen ennustearvo 71 %. 
 
Eräässä tutkimuksessa alin pepsiinikonsentraatio, joka ELISA-testillä voitiin 
havaita (lower detection limit) oli 0,2 ng/ml (Trinick ym. 2012). Farrell ym. (2006) 
saivat tutkimuksessa pepsiinin immuunimäärityksen sensitiivisyydeksi 80% ja 
spesifisyydeksi 100%. Krishnan ym. (2002) saivat tutkimuksessaan pepsiinin 
sensitiivisyydeksi 78 % käyttäessään pH-mittausta standardina. Heillä oli 
aineistonaan sekä hengitystieoireista, että refluksista kärsivien lasten 
keuhkohuuhtelunäytteitä (Krishnan ym. 2002). Metheny ym. (2004) 
eläinmallitutkimuksessa pakotetun mahanesteen aspiraation jälkeen positiivinen 
pepsiinitulos immuunimääritysmenetelmällä saatiin yli 90% tapausten 
trakeanestenäytteistä,  siinä missä yhdenkään kontrollieläimen näytteistä ei 
löytynyt pepsiiniä.  
 
 
3 AINEISTO JA MENETELMÄT 
 
Saapuessaan Helsingin Yliopistolliseen Eläinsairaalaan potilaiden omistajat 
antavat luvan sairaalassa otettujen näytteiden ylijäämien tutkimuskäytölle ja 
lisäksi jos koira on mukana muissa kuin tässä tutkimuksessa, tutkimukseen on 
hankittu Viikin eettisen toimikunnan lupa. Kontrolleina toimiville beagleille on 
koe-eläinlupa. 
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3.1 Aineisto 
 
Aineistona tutkimuksessa käytettiin Helsingin Yliopistollisessa 
pieneläinsairaalassa aiemmin otettuja, pakastimessa säilytettyjä koirien 
keuhkohuuhtelunäytteitä. Keuhkohuuhtelunäytteiden lisäksi koirista kerättiin 
tietoa aiemmilla käynneillä kerätyistä signalementeista, kliinisestä 
yleistutkimuksesta, verinäytetuloksista, röntgenlausunnoista ja 
keuhkohuuhtelunäytteen sytologia- ja viljelytuloksista. Lisäksi selvitettiin, mikä 
oli pääsyy siihen, että eläin oli tuotu eläinlääkärin hoitoon. Veriarvoista 
tarkasteltiin hiilidioksidin ja hapen osapainetta, alveolaari-arteria hapen eroa 
(a/ApO2), hematokriittiä, tulehdussoluja ja niiden erottelulaskentaa. 
Keuhkohuuhtelunäytteestä tarkasteltiin viljelytulosta, kokonaissolulukua ja 
solujen erottelulaskentaa. Röntgenkuvat otettiin koirista lateraalisuunnasta 
kummaltakin kyljeltä sekä ventro-dorsaalisuunnasta. Röntgenkuvista arvioitiin 
rintakehän ja kaulan-alueen sivukuvasta trakean kokoa verrattuna rinta-
aukeamaan, mahdollista keuhkojen tiivistymistä sekä muita löydöksiä.  
 
Pepsiinin määrittämistä varten potilaat jaettiin kolmeen ryhmään, jotka olivat 
koeryhmä (8 koiraa), negatiivinen kontrolliryhmä (6 koiraa) ja positiivinen 
kontrolliryhmä (2 koiraa). Kaikkiin ryhmien koirien inkluusiokriteerinä oli, että 
koiralle oli suoritettu bronkoskopia eli keuhkolohkojen tähystys ja niiltä oli otettu 
keuhkohuuhtelunäyte. Koeryhmän muina inkluusiokriteereinä oli, että niillä oli 
todettu brakykefaaliseen syndroomaan sopivat löydökset, eikä niillä oltu todettu 
infektiivistä keuhkosairautta. Inkluusiokriteerinä negatiiviselle kontrolliryhmälle 
oli, että koirat olivat mesati- tai dolikokefaalisia eikä niillä ollut todettu mitään 
hengitystieoireita tai muitakaan sairauksia. Positiivisien kontrollien 
inkluusiokriteerinä oli todettu tai epäilty mahalaukun sisällön aspiraatio ja 
mesati- tai dolikokefaalisuus. Positiivisista kontrolleista toisella oli 
bronkoesofageaalifisteli ja toisella aspiraatiopneumonia.  
 
3.2 Menetelmät 
 
 22 
Keuhkohuuhtelunäytteet otettiin keuhkoputkien tähystyksen yhteydessä koiran 
ollessa yleisanestesiassa maaten rintansa päällä. Endoskooppi vietiin 
keuhkoputkeen monitorilta kuvaa katsoen, valittuun keuhkolohkoon ruiskutettiin  
1ml/kg fysiologista lämmintä (37° C) natriumkloridiliuosta kahdesti ja 
mahdollisimman suuri osa liuoksesta imettiin takaisin ruiskulla (Melamies ym. 
2011). Huuhtelunäyte laitettiin ruiskusta jäissä olevaan näytepurkkiin, jonka 
jälkeen näyte tutkittiin. Näytteistä eroteltiin solut sisältävä osa ja supernatantti 
ennen pakastusta. Helsingin yliopiston eläinsairaalan laboratorio suoritti 
näytteistä solujen erittelylaskennan ja viljeli näytteet.  
 
Pepsiinin osoittamiseksi keuhkohuuhtelunäytteistä käytettiin Canine Pepsin 
(PP) ELISA kit:tiä (BlueGene Biotech, Shanghai), joka perustuu 
kompetetiiviseen entsyymivälitteiseen immuunimääritystekniikkaan (competitive 
enzyme immunoassay technique). Kitin sensitiivisyydeksi ilmoitetaan 1 ng/ml. 
Kitti sisältää 96-paikkaisen kaivolevyn, joka on valmiiksi päällystetty.  
 
Valittuihin mikrotiitterilevyn kaivoihin lisättiin 100 µl kitin standardiliuosta 
standardisuoraa varten tai koirien keuhkohuuhtelunesteen sentrifugoimalla 
saatua supernatanttia. Kaikista näytteistä tehtiin tupla-ajo. Tyhjään kontrolli 
kaivoon lisättiin 100 µl PBS-liuosta, joka toimi negatiivisena kontrollina. 10 µl 
soluja lyysaavaa eli hajottavaa Balance Solution-liuosta lisättiin kaivoihin, niissä 
ajoissa joissa käytettiin hajottavaa liuosta. Lisättiin 50 µl konjugaattia kaikkiin 
muihin, paitsi negatiivisen kontrollin kaivoon. Sekoitettiin hyvin, jonka jälkeen 
levyä inkuboitiin +37 °C yhden tunnin ajan. Mikrotiitterilevy pestiin 
automaattipesurilla viisi kertaa, käyttäen valmiiksi laimennettua pesuliuosta 350 
µl per kaivo per pesukerta. Pesujen välillä pesuri säädettiin likoamaan 10 
sekuntia ja ravistamaan 5 sekuntia. Pesun jälkeen levy kuivattiin kääntämällä se 
ylösalaisin ja kopauttamalla sitä paperiin kunnes kosteutta ei enää ilmennyt. 
Jokaiseen kaivoon lisättiin 59 µl substraattia A ja 50 µl substraattia B, jonka 
jälkeen levyä inkuboitiin 10 – 15  minuuttia 20 – 25 °C. Lisättiin jokaiseen 
käytössä olleeseen kaivoon 50 µl Stop Solution-liuosta ja sekoitettiin 
huolellisesti. Näytteistä määritettiin niiden optinen tiheys välittömästi käyttäen 
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mikrolevynlukijaa 450 nm aallonpituudella. 
 
Jokaisessa ajossa määritettiin standardinäytteiden avulla standardisuora 
koenäytteiden sisältämän pepsiinin määrän määrittämiseksi. 
Standardinäytteiden pepsiinikonsentraatio oli ennalta tiedossa ja ne olivat 0 
ng/ml, 25 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, 250 ng/ml ja 500 ng/ml.  Standardisuora 
määritettiin laskemalla ensin keskiarvo tupla-ajojen optisista tiheyksistä ja 
sijoittamalla ne y-akselille. X-akseli määräytyi standardinäytteiden 
pepsiinikonsentraation mukaan. Koenäytteiden optista tiheyttä verrattiin 
standardisuoraan ja pepsiinikonsentraatio luettiin x-akselilta. 
 
ELISA-ajot suoritettiin useassa osassa menetelmän optimoimiseksi. 
Ensimmäiseen ajoon valittiin kaksi näytettä koeryhmästä, joista toinen oli uusi 
näyte ja toista oli säilytetty useita vuosia. Lisäksi valittiin yksi negatiivinen 
kontrolli ja yksi positiivinen kontrolli. Näytteet käsiteltiin soluja lyysaavalla 
liuoksella, kuten kitin ohjeessa neuvotaan tekemään, jos näyte sisältää soluja. 
Ensimmäisen ajon tarkoituksena oli testata kitin toimintaa. Koeryhmän 
näytteistä tehtiin kaksi eri laimennosta ja positiivisesta kontrollista kolme eri 
laimennosta.  
 
Toisella ajokerralla pyrittiin tutkimaan vaikuttaako lyysausliuoksen käyttö tai 
näytteiden laimentaminen mittaustuloksiin. Näytteiden laimentamiseen käytettiin 
PBS-liuosta. Näytteeksi valittiin yksi koeryhmän näyte, johon lisättiin 
pitoisuudeltaan tunnettua näytettä, tehtiin laimennoksia ja osaan näytteistä 
lisättiin soluja lyysaavaa liuosta ja toisiin ei (Taulukko 2).  
 
Kolmanteen ajoon valittiin mahdollisimman erilaisia näytteitä ja ne ajettiin ilman 
soluja lyysaavaa liuosta. Näytteitä ajettiin koeryhmästä viisi, negatiivisesta 
kontrolliryhmästä kolme ja positiivisista kontrolleista yksi.  
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Taulukko 2. Toinen pepsiinikokeen ajo. 
 
Näyte Standardi 500 Laimennos Lyysaava liuos 
Koenäyte 2 + 1:1 + 
Koenäyte 2 + 1:1 - 
Koenäyte 2 + 1:4 - 
PBS  + 1:1 - 
Koenäyte 2 + PBS - 1:1 - 
Koenäyte 2 - 1:1 + 
Koenäyte 2 - 1:1 - 
Koenäyte 2 - 1:2 + 
Koenäyte 2 - 1:2 - 
     
Osasta näytteistä tehtiin myös Western blot –ajo. Näytteiksi valittiin kaksi 
koeryhmän keuhkohuuhtelunäytettä, kaksi kontrolliryhmän 
keuhkohuuhtelunäytettä, kissan ja koiran oksennusta, sekä kontrolliksi 
pepsinogeeni. Ennen ajoa näytteet sentrifugoitiin 4 °C. Näytteisiin lisättiin 
Laemmli –näytepuskuria, jossa oli merkaptoetanolia ja sen jälkeen keitettiin 3 
minuutin ajan 100 °C. Osaan näytteistä lisättiin myös TNCB-liuosta (50 mM 
Tris, 10 mM CaCl2 x 2 H2O, 150 mM NaCli ja 0,05 % (w/v) Brilj. 35), jonka pH 
on 7.5. (Taulukko 3) 
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Taulukko 3. Western blot –tutkimuksen näytteet. 
Nro Näyte 
1 Pepsinogeeni 1 µl + 4 µl LB 
2 Pepsinogeeni 3 µl + 4 µl LB 
3 Koenäyte 7 30 µl + 6 µl TNCB + 4,5 µl LB  
4 Koenäyte 2 30 µl + 6 µl TNCB + 4,5 µl LB 
5 Kontrollinäyte 4 30 µl + 6 µl TNCB + 4,5 µl LB 
6 Kontrollinäyte 3 30 µl + 6 µl TNCB + 4,5   µl LB 
7 Kissan oksennus 30 µl + 6 µl TNCB + 4,5 µl LB 
8 Kissan oksennus 30 µl + sitruunahappo + 4,5 µl LB 
9 Koiran oksennus 30 µl + 6 ul TNCB + 4,5 µl LB 
10 Standardinäyte (Precision plus protein standardi)  
LB = Loadin näytepuskuri,käytetty sitruunahappo 110 mM pH 2.5 ja 
pepsinogeeni (P1490, Sigma) laimennos 1:100  
 
 
Näytteet eroteltiin 10%:lla SDS-PAGE geelielektroforeesilla  ajettiin ensin 
ylägeeliä 70 V ja sen jälkeen alageeliä 200 V (Mini-PROTEAN Tetra cell, BIO-
RAD, China) ja siirrettiin polyvinyylidifluoridikalvolle (PVDF filtteri, Thermo 
Fisher Scientific, Rockford, IL, USA). Kalvoja blokattiin (10 % rasvaton 
maitojauhe / 0,1 % Tween-TBS) huoneenlämmössä 1 tunti. Kalvoja inkuboitiin 
sen jälkeen yön yli lämpötilassa 4 °C primaarin vasta-aineen Pepsin A (F-16) 
SC-51181 (Santa Cruz) kanssa laimennoksena 1:200 (10 % rasvaton 
maitojauhe / 0,1 % Tween-TBS). Seuraavana aamuna kalvo pestiin 2 kertaa 15 
minuuttia 0,1 % Tween-TBS –liuoksella ja sen jälkeen 2 kertaa 5 minuuttia. 
Pesujen jälkeen lisättiin sekundaarinen vasta-aine Rabbit anti-goat IgG-HRP, 
SC 2768 (Santa Gruz) 1:5000 laimennoksena, johon oli konjugoitu 
piparjuuriperoksidaasia (horseradish –peroksidaasi) ja inkuboitiin tunnin ajan. 
Inkuboinnin jälkeen kalvo pestiin 2 kertaa 15 minuuttia 0,1 % Tween-TBS –
liuoksella ja sen jälkeen 2 kertaa 5 minuuttia. Analysoitiin käyttäen 
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kemiluminosenssikittiä (Pierce SuperSignal West Dura Extended Duration 
Substrate (34075), Thermo Scientic, Rockford, IL, USA) ja Western blot –bändit 
kuvattiin kylmäkameralla (LAS-3000, FUJIFILM, Tokyo, Japan). 
 
3.3 Tilastolliset menetelmät 
 
Tulosten tilastolliseen analysointiin käytettiin nonparametristä Mann-Whitney U-
testiä ja Fisherin eksaktitestiä. Laskutoimitukset suoritettiin IBM SPSS Statistics 
20.0 (IBM Corporation, Armonk, Yhdysvallat) tilastollisella ohjelmalla. 
 
 
4 TULOKSET 
 
4.1 Pepsiini ELISA 
 
ELISA-pepsiinianalyysi suoritettiin kolmena erillisenä ajona. Jokaisen ajon 
kaikki näytteet ajettiin pareittain, jotta tuloksista saataisiin luotettavammat. Alla 
taulukoituna (Taulukot 4, 4b ja 4c), ajojen tulokset 
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Taulukko 4. Tutkimusryhmän ensimmäisen, toisen (4b) ja kolmannen (4c)  
pepsiiniajon tulokset. Koenäytteet ovat brakykefaalisten koirien näytteitä. 
Negatiiviset kontrollit ovat kontrolliryhmän näytteitä. Positiivisella kontrollilla 1 
on todettu bronkoesofageaalifisteli ja positiivisella kontrollilla 2 on 
aspiraatiopneumonia.     
 
Näyte 
Laimennos- 
suhde 
Pepsiinikonsen- 
traatio kaivo 1 
(ng/ml) 
Pepsiinikonsen- 
traatio kaivo 2 
(ng/ml) 
Koenäyte 1 1:1 38,88 0 
Koenäyte 1 1:2 140,7 0 
Koenäyte 2 1:1 32,41 0 
Koenäyte 2 1:2 0 0 
Pos. Kontrollinäyte 1 1:1 0 0 
Pos. Kontrollinäyte 1 1:2 151,8 0 
Pos. Kontrollinäyte 1 1:4 377,6 0 
Neg. Kontrollinäyte 1 1:1 330,32 0 
Neg. Kontrollinäyte 1 1:2 244,32 0 
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Taulukko 4b. toisen pepsiiniajon tulokset. 
 
Näyte Laimennos Lyysis 
Pepsiinikonsen- 
traatio 1 (ng/ml) 
Pepsiinikonsen- 
traatio 2 (ng/ml) 
Koenäyte 2 + Std500 1:1 + 199,35 201,32 
Koenäyte 2 + Std500 1:1 - 156,34 255,88 
Koenäyte 2 + Std500 1:4 - 208,37 163,52 
PBS + Std500 1:1 - 258,39 241,34 
Koenäyte 2 + PBS 1:1 - 0 0 
Koenäyte 2  1:1 + 0 32,36 
Koenäyte 2  1:2 + 0 0 
Koenäyte 2  1:1 - 0 0 
Koenäyte 2  1:2 - 0 0 
  
 
 
Taulukko 4c. kolmannen pepsiiniajon tulokset. 
 
Näyte 
Pepsiinikonsen- 
traatio 1 (ng/ml) 
Pepsiinikonsen- 
traatio 2 (ng/ml) 
Neg. Kontrolli 1 28,82 26,38 
Neg. Kontrolli 2 27,57 0 
Neg. Kontrolli 3 0 0 
Pos. Kontrolli 2 0 0 
Koenäyte 1 0 0 
Koenäyte 3 0 0 
Koenäyte 4 0 0 
Koenäyte 5 0 0 
Koenäyte 6 0 0 
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4.2 Pepsiini Western blot 
 
Western blot –pepsiinikoe tehtiin yhtenä ajona, jonka tulokset on esitetty 
taulukossa 5 ja kuvassa 1.  
 
Taulukko 5. Western blot –pepsiinikokeen tulokset 
Näyte 30 kDA 37 kDA 50 kDa 
Pepsinogeeni 1 µl + + - 
Pepsinogeeni 3 µl + + - 
Koenäyte 7 + - + 
Koenäyte 2 - - + 
Neg. Kontrollinäyte 4 + - + 
Neg. Kontrollinäyte 3 - - + 
Kissan oksennus 30 µl + - - 
Kissan oksennus 30 µl * + - - 
Koiran oksennus 30 µl + + + 
*näytteessä lisäksi sitruunahappoa 
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Kuva 1. Western blot –pepsiinikokeen geeli. Näytteet vasemmalta oikealle: 1. 
pepsinogeeni 1 µl, 2. pepsinogeeni 3 µl, 3. koenäyte 7, 4. koenäyte 2, 5. 
kontrollinäyte 4, 6. kontrollinäyte 3, 7. kissan oksennusta 30 µl, 8. kissan 
oksennusta 30 µl ja sitruunahappoa, 9. koiran oksennusta 30 µl, 10. 
standardinäyte. 
 
4.3 Signalementit 
 
Brakykefaalisenryhmän koirista neljä oli rodultaan englanninbulldoggeja (4/8), 
yksi mopsi (1/8), yksi bokseri (1/8), yksi griffon bruxellois (1/8) ja yksi 
staffordshirenbullterrieri (1/8). Positiiviset kontrollikoirat olivat rodultaan 
espanjanvesikoira ja kääpiösnautseri. Negatiiviset kontrollikoirat olivat kaikki 
kuusi rodultaan beagleja. Koeryhmän koirien, kontrollien ja positiivisten 
kontrollien iän vaihteluväli ja mediaani esitetty taulukossa 6. Koeryhmän koirien 
paino on esitetty taulukossa 7. Ryhmien koirien sukupuolijakaumat on esitetty 
taulukossa 8. 
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Taulukko 6. Eri ryhmien koirien ikäjakauma.  
Ryhmä Vaihteluväli Mediaani 
Koeryhmä 8 kk	  –	   5 v 6 kk 1 v 7 kk 
Neg. Kontrollit 3	  v	  5	  kk	  –	  4	  v	  5	  kk	   4	  v	  5	  kk	  
Pos. Kontrollit 10	  kk	  –	  	  2	  v	  1	  kk	   1	  v	  6	  kk	  
 
 
Taulukko 7. Koeryhmän koirien paino 
Vaihteluväli Mediaani Keskiarvo 
4,7 kg - 28,9 kg 21,2 kg 18,8 kg 
	   	   	   
 
Taulukko 8. Aineiston koirien sukupuolijakauma ryhmittäin 
Naaras Uros
0
2
4
6
8
10
12
14
Positiivinen	  kontrolliryhmä
Negatiivinen	  kontrolliryhmä
Koeryhmä
 
 
4.4 Kliininen yleistutkimus 
 
Kliinisessä yleistutkimuksessa koeryhmän koirilla havaittiin mm. rohisevaa 
hengitystä, yskimistä ja jatkuvaa läähätystä. Seitsemän (7/8) koeryhmän koirien 
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omistajista oli hakeutunut eläinlääkärin hoitoon koiran jatkuvien 
hengitystieoireiden takia. Positiivisista kontrolleista toisella oli uusiutunut 
keuhkokuume ja toisella pitkään jatkuneina oireina liman kakomista, yskimistä 
ja oksentelua. Kuudella (6/8) koeryhmän koirista todettiin kliinisessä 
tutkimuksessa ylähengitysteihin paikallistuva kuorsaava tai röhisevä 
sisäänhengitysääni.  Kahden (2/8) koiran omistaja kertoi koiran oireiksi myös 
kakomisen ja oksentelun. Kahdella (2/8) koirista todettiin kliinisessä 
tutkimuksessa sierainten ilmavirtauksen olevan heikompaa kuin 
normaalirakenteisilla koirilla.  
 
Koeryhmän koirista kahdella oli normaalia korkeampi ruumiinlämpö mitattaessa 
peräsuolesta (39,3 ja 39,1 °C). Yhden koeryhmän koiran ruumiinlämpö ei ollut 
tiedossa. Positiivisten kontrollien ruumiinlämmöt olivat normaalirajoissa. 
Kontrolliryhmän koirien ruumiinlämpö oli normaali. 
 
Sydämen auskultaatio oli normaali viidellä koeryhmän koirista. Yhdellä 
koeryhmän koirista todettiin lievä sydämen sivuääni. Keuhkojen auskultaatio oli 
vaikeaa viidellä koeryhmän koirista ylähengitysteiden voimakkaan rohinan takia 
ja kahdella koirista todettiin voimistuneet hengitysäänet. Positiivisina 
kontrolleina toimivien koirien sydämen auskultaatio oli kummallakin normaali. 
Hengitysäänet olivat toisella lievästi korostuneet kummaltakin puolelta 
kuunneltaessa ja toisella vain vasemmalta puolelta. Negatiivisina kontrolleina 
toimivien koirien auskultaatiotulokset olivat normaalit. 
 
4.5 Laryngo- ja bronkoskopialöydökset 
 
Koeryhmän koirista viidellä (5/8) todettiin nielun ja keuhkoputkien tähystyksessä 
normaalia pidempi pehmeä kitalaki. Kolmella (3/8) koeryhmän koiralla todettiin 
tähystyksessä evertoituneet laryngeaalisakkulukset. Trakean kasaan painuma 
todettiin viidellä (5/8) koeryhmän koiralla. Hypoplastinen trakea todettiin yhdellä 
(1/8) koirista, joka oli rodultaan englanninbulldoggi. Bronkomalasiaa eli 
keuhkoputkien kasaan painumaa todettiin kahdella (2/8) koirista. Yhdellä 
koeryhmän koirista todettiin suurentuneet tonsillat (1/8). 
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Positiivisten kontrollikoirien tähystyksissä toisella koirista todettiin fisteli eli reikä 
henkitorven haarautumakohdassa sekä vaahtoavaa eritettä etenkin keuhkojen 
kärkilohkoissa. Toisella koiralla ärtyneet nielurisat sekä osittain epänormaalisti 
toimiva kurkunpää. Negatiivisten kontrollien tähystyksissä ei havaittu merkittäviä 
muutoksia normaaliin verrattuna. 
 
Neljälle koeryhmän koirista tehtiin keuhkohuuhtelunäytteen ottamisen jälkeen 
pehmeänkitalaen kirurginen lyhennys. Yhdelle koirista suoritettiin myös 
sierainten kirurginen avarrus ja nieluun työntyvien sakkulusten poisto. 
 
4.6 Röntgenkuvat 
 
Röntgenkuvien perusteella koeryhmän koirista yhdellä todettiin ahtaat ylemmät 
hengitystiet sekä normaalia pidempi pehmeä kitalaki. Koeryhmän 
brakykefaalisista koirista hypoplastinen trakea todettiin röntgenkuvan 
perusteella kaikilla koeryhmän koirilla (Taulukko 9). Kuudella koirista todettiin 
asteeltaan lievästä kohtalaiseen olevaa tiivistymää keuhkoissa. 
Nikamaepämuodostumia todettiin kahdella koirista ja ventraalista spondyloosia 
yhdellä. 
 
 
Taulukko 9. Koeryhmien koirien trakean hypoplasia. 
Vaihteluväli Mediaani 
0,095 - 0,155 0,123 
Sivukuvasta mitattu keuhkoputken korkeus verrattuna rinta-apertuuraan. 
 
 
Positiivisista kontrolleista toisella todettiin laajentunut ruokatorvi ja toisella 
keuhkoissa alveolaarista sekä bronkoalveolaarista keuhkokuvioitusta.  
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4.7 Verinäyte- ja keuhkohuuhtelunäytetulokset 
 
Koeryhmän koirilla eli brakykefaalisilla koirilla laskimoverinäytteen hematokriitti 
oli korkeampi kuin kontrolliryhmän koirilla (p <0,05). Koeryhmän koirien 
verinäytteissä neutrofiilisten granulosyyttien ja monosyyttien osuus 
valkosoluista oli kontrolliryhmien verinäytearvoja suurempi (p <0,05). 
Koeryhmän ja kontrolliryhmien verinäytteiden välillä ei ollut merkittävää eroa 
pH-arvossa, hiilidioksidinosapaineessa (pCO2), hapenosapaineessa (pO2), 
alveolaarihapen ja arteriahapen erotuksessa (a/ApO2), hemoglobiinissa, 
valkosolujen kokonaismäärässä, trombosyyteissä, lymfosyyteissä, 
eosinofiilisissä tai basofiilisissä granulosyyteissä. Verinäytteiden tulokset 
tarkemmin taulukossa 10. 
 
Taulukko 10. Verinäytetulokset ilmaistuna keskiarvo +/- keskihajonta 
Tutkittu parametri Koeryhmä Kontrolli-ryhmä 
Pos.kontrol- 
liryhmä Viitearvot 
Hematokriitti 51,6 +/- 2,6* 45,8 +/- 4,9 47,9 +/- 1,9 38 - 57 
Valkosolujen kokonaismäärä 
109/l 9,79 +/- 1,96 6,13 +/- 1,41 12,73 +/- 5,45 5,4 - 17,4 
Neutrofiiliset granulosyytit 7,29 +/- 1,47* 3,94 +/- 0,88 9,24 +/- 4,48 2,9 - 13,8 
Eosinofiiliset granulosyytit 0,354 +/- 0,153 0,25 +/- 0,13 0,46 +/- 0,35 0,1 - 1,5 
Basofiiliset granulosyytit 0,026 +/- 0,034 0,01 +/- 0 0,03 +/- 0,04 0,0 - 0,1 
Lymfosyytit 2,25 +/- 0,86 1,73 +/- 0,48 2,05 +/- 0,21 0 
Monosyytit 0,72 +/- 0,29* 0,19 +/- 0,06 0,95 +/- 0,92 0,1 - 1,1 
Hemoglobiini g/l 174,6 +/- 15,6 157,7 +/- 15,3 167 +/- 1 140 - 203 
Trombosyytit 109/l 442 +/- 171 395 +/- 65 284,5 +/- 7,8 102 - 395 
a/ApO2 23,4 +/- 6,3 16,8 +/- 3,6 30,7 +/- 10,5 < 15 
pCO2 mmHg 34,7 +/- 3,9 33,2 +/- 2,2 27,1 +/- 1,6 ka 40 
pO2 mmHg 99,6 +/- 33,0 95,4 +/- 4,9 86,6 +/- 11,7 ka 45 
pH 7,390 +/- 0,028 7,391 +/- 0,020 7,422 +/- 0,021 7,35 - 7,45 
*merkittävä ero koeryhmän ja kontrollien välillä 
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Keuhkohuuhtelunäytteen solukuva tai totaalisolumäärä eivät poikenneet 
brakykefaalisten koirien ja mesatikefaalistenkoirien välillä (p >0,05). Positiivisilla 
kontrollikoirilla löytyi keuhkohuuhtelunäytteen viljelyssä bakteerikasvua. 
Negatiivisilla kontrollikoirilla ei löytynyt bakteerikasvua. Tulokset on esitetty 
taulukossa 11. 
 
 
 
Taulukko 11. Keuhkohuuhtelunäytetulokset ilmaistuna keskiarvo ja +/- 
keskihajonta 
Tutkittu parametri Koeryhmä Kontrolli-ryhmä 
Pos.kontrol- 
liryhmä Viitearvot 
Totaalisolumäärä 106/ml 0,283 +/- 0,134 0,268 +/- 0,074 1,000 +/- 1,016 0,104 +/- 0,069  
Neutrofiiliset granulosyytit % 7,4 +/- 7,7 2,8 +/- 0,7 34,4 +/- 42,9 5 +/- 4  
Eosinofiiliset granulosyytit % 4,5 -/+ 4,1 1,2 +/- 0,5 1,35 +/- 0,5 4 +/- 5  
Mastsolut % 1,0 +/- 1,1 1,8 +/- 1,1 0,5 +/- 0,7 2 +/- 2 
Lymfosyytit % 15,2 +/- 9,5 17,3 +/- 7,8 10,2 +/- 4,5 13 +/- 6 
Makrofagit % 70,8 +/- 12,2 73,9 +/- 9,6 50,2 +/- 32,2 75 +/- 7 
Epiteelisolut % 1,1 +/- 2,2  1,7 +/- 2,4  3,5 +/- 4,9 0,6 +/- 0,7  
Viitearvot Rajamäki ym. 2010 
 
 
5 POHDINTA 
 
5.1 Signalementit 
 
Koeryhmän koirat, positiiviset kontrollit ja negatiiviset kontrollit olivat eri rotua. 
Rotueroja oleellisempi asia on koiran kallon muoto, joten rotuvaihtelu ei 
todennäköisesti vaikuta tutkimustuloksiin merkittävästi. Koeryhmän sisällä oli 
myös rotuvaihtelua, mutta puolet koeryhmän koirista olivat 
englanninbulldoggeja. Sukupuolijakauma oli koeryhmässä tasainen, mutta 
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kaikki kontrolliryhmien koirat olivat narttuja, mikä ei todennäköisesti vaikuta 
tuloksiin, koska narttujen ja urosten välillä ei ole huomattu selkeää eroa 
aikaisemmissa tutkimuksissa (Krebs ja Marks 2007). Koeryhmän koirista suurin 
osa vastasi näytteenottohetkellä iältään brakykefaalisen syndrooman tyypillistä 
diagnosointi-ikää (2,5 – 3,5 vuotta) (Krebs ja Marks 2007).  
 
Brakykefaalisen syndrooman aiheuttamissa muutoksissa koeryhmän koirilla oli 
aste-eroja, koska kaikilla ei löytynyt samoja rakenteellisia poikkeavuuksia kuten 
normaalia pidempää pehmeää kitalakea tai ahtautuneita sieraimia. Myös 
sekundaarisina pidettyjen muutosten esiintyvyydessä oli poikkeavuuksia, koska 
vain osalla koirista oli evertoituneet laryngeaalisakkulukset tai suurentuneet 
tonsillat. Brakykefaalisen syndrooman aste-erot voivat vaikuttaa koirien 
taipumukseen aspiroida refluksia. Koska tutkimusaineisto oli pieni, voi yksikin 
poikkeava tulos vaikuttaa kokonaistulokseen.   
 
Toinen positiivinen kontrolli oli mesatikefaalinen koira, jolla oli bronkoskopiassa 
löydetty bronkoesofageaalifisteli bifurkaation kohdalla (Kaminen ym. 2014). 
Koiran asema positiivisena kontrollina on kuitenkin kyseenalainen, koska 
ilmeisesti keuhkoihin kulkeva aspiraattineste kulkee koiran nielaistessa 
ruokatorvesta henkitorveenpäin käymättä ensin mahalaukussa, jossa siihen 
voisi erittyä pepsiiniä. Mikäli näin on, ei koiran keuhkoihin kulkeudu  
mahanestettä kuten aluksi oli oletuksena.  
 
5.2 Kliininen yleistutkimus, verinäytteet ja röntgenkuvat 
 
Koeryhmän koirien kliinisessä yleistutkimuksessa kaikilla koirilla todettiin 
brakykefaaliseen syndroomaan viittaavat löydökset (Fasanella ym. 2010). 
Kahdella koeryhmän koirista oli kliinisessä yleistutkimuksessa hieman 
normaalia korkeampi ruumiinlämpö.  
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Brakykefaalisten koirien hematokriitti eli veren punasolujen osuus oli korkeampi 
kuin koeryhmän koirilla (p < 0,05). Hieman normaalia korkeampi hematokriitti on 
tyypillinen löydös brakykefaalisella koiralla (Krebs ja Marks 2007). Koeryhmän 
koirilla oli myös kontrolliryhmään verrattuna hieman korkeammat neutrofiilisten 
granulosyyttien ja monosyyttien osuudet valkosolujakaumassa (p < 0,05). 
 
Röntgenkuvissa koeryhmän koirista osalla havaittiin normaalia pidempi pehmeä 
kitalaki, joka on tyypillinen löydös brakykefaalisessa syndroomassa. Se ei 
kuitenkaan aina näy röntgenkuvassa, joten röntgenkuvan avulla sitä ei voida 
pois sulkea. Kaikilla koeryhmän koirilla oli röntgenkuvien perusteella 
hypoplastinen trakea, joka on hyvin tyypillinen löydös, mutta aikaisemmissa 
tutkimuksissa sen esiintyvyydeksi on saatu vain 39 % (Fasanella ym. 2010), 
joten tämän tutkimuksen koirilla sitä esiintyi normaalia enemmän. Tosin 
tutkimusaineiston koon ja oireiden voimakkuuden vuoksi joukkoon on saattanut 
sattumalta valikoitua vain koiria, jolla on hypoplastinen trakea. Kuudella 
koeryhmän koirista oli myös eriasteista keuhkojen tiivistymää, joka osaltaan 
viittaa siihen, että ylähengitysteiden rakenneongelma heijastuu myös 
alahengitysteihin. 
 
5.3 Tähystyslöydökset 
 
Ylähengitysteiden tähystyksessä koeryhmän koirilla todetut muutokset sopivat 
brakykefaaliseen syndroomaan (normaalia pidempi pehmeäkitalaki, 
evertoituneet laryngeaalisakkulukset). Henkitorven kasaan painuminen todettiin 
tähystyksessä viidellä koeryhmien koirista, joka myös liittyy muihin 
hengitysteiden rakenteiden muutoksiin (Wykes 1991), mutta ei ole välttämätön 
löydös brakykefaalisen syndrooman diagnoosille.  
 
Trakean hypoplasia todettiin tähystyksessä vain yhdellä koeryhmän koirista, 
mikä on mielenkiintoista, koska röntgenkuvien perusteella kaikilla koeryhmän 
koirilla on trakean hypoplasia. Tulokseen vaikuttaa se, että henkitorven kokoa 
on vaikea tähystyksessä arvioida luotettavasti. Koon arvioimisessa niin 
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sanottuna golden standardina käytetään röntgenkuvausta (Burk ja Feeney 
2003).  
 
Kahdella koeryhmän koirista todettu bronkomalasia on myös tyypillinen löydös 
joka sopii brakykefaaliseen syndroomaan (De Lorenzi ym. 2009). Tutkimuksissa 
on aikaisemmin todettu bronkien kasaan painumista etenkin mopseilla, mutta 
myös englanninbulldoggeilla ja ranskanbulldoggeilla (De Lorenzi ym. 2009). 
Koeryhmän koirat joilla bronkomalasiaa todettiin olivat rodultaan mopsi ja 
staffordshirenbullterrieri. 
  
5.4 Keuhkohuuhtelu 
 
Keuhkohuuhtelunäytteiden solukuva ja viljelytulos eivät poikenneet koeryhmän 
ja kontrolliryhmän koirien välillä. Koska keuhkohuuhtelunäytteiden solukuvassa 
on niin suuri vaihtelu terveilläkin eläimillä (Hawkins 2004), että solukuvan 
tulkinnassa on keskityttävä vallitsevaan soluryhmään, joka kaikilla koeryhmän 
koirilla olivat makrofagit. Makrofagit ovat normaalisti vallitsevasoluryhmä 
keuhkohuuhtelunäytteissä terveillä koirilla (Rajamäki ym. 2001). 
 
Positiivisten kontrollien keuhkohuuhtelunäytteissä oli oireiden perusteella 
odotettavissakin bakteerikasvua. Bakteerikasvun vaikutuksesta pepsiinikitin 
toimivuuteen ei ole tieteellistä näyttöä. 
 
5.5 Pepsiinikokeet ja niiden merkitys 
 
Pepsiinikokeita ajettiin ELISA-testillä yhteensä 3, jotka poikkesivat toisistaan 
valittujen näytteiden, laimennosten ja lyysausaineen käytön perusteella. 
Western blot –menetelmällä ajettiin yksi koe.  
 
Eri ryhmien näytteitä ajettaessa näytteiden laimentaminen ei antanut 
johdonmukaisia tuloksia. Kaikissa pepsiiniajoissa oli ongelmia 
rinnakkaisajoissa, joissa rinnakkaisnäytteet eli kaksi samaa näytettä antoivat eri 
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tulokset. Poikkeuksena ainoastaan standardinäytteiden ajo, jossa saatiin sama 
rinnakkaistulos kaikkien laimennosten kohdalla. Kitin antamiin tuloksiin voi 
vaikuttaa keuhkohuuhtelunäytteen sopivuus tutkittavaksi materiaaliksi juuri tälle 
kitille. On mahdollista, että supernatantti ei sopinut juuri tähän kittiin, vaikka 
supernatanttia on käytetty lääketieteentutkimuksissa menestyksekkäästi 
pepsiinin määrittämisessä immuunimääritystekniikalla. 
 
Tutkimuksessa käytetyn kitin käyttöohjeessa kehotetaan käyttämään soluja 
hajottavaa ainetta, mikäli näytteenä on soluja. Jos näytteessä ei ole soluja, 
kerrotaan ohjeessa hajottavan aineen mahdollisesti vääristävän tuloksia. 
Keuhkohuuhtelunäytteestä eritelty supernatantti, jota käytettiin tässä 
tutkimuksessa pepsiinin esiintymisen tutkimiseen, ei sisällä soluja. Tästä 
johtuen soluja hajottava aine ei ole välttämätön tässä tutkimuksessa ja sen 
käyttö voi osaksi selittää ensimmäisen ajon ristiriitaiset tulokset. Toisessa 
ajossa pyrittiin tutkimaan lyysaavan aineen vaikutusta tuloksiin. Ajossa ei saatu 
eroa tuloksiin, käytettiin lyysaavaa ainetta tai ei, myöskään kun koenäytteisiin 
sekoitettiin standardia eri laimennossuhteissa.  
 
Pepsiini syntyy mahalaukussa pääsolujen eritettämästä pepsinogeenistä 
mahalaukun luumenissa. Alhainen pH aktivoi pepsinogeenin proteiineja 
hajottavaksi pepsiiniksi. Keuhkohuuhtelunäytteen pH on keskimäärin 6,5 kun 
mahanesteen pH on noin 1-2. Pepsiini inaktivoituu pH:ssa 6,5. Western blot –
menetelmää tai immuunimääritystekniikkaa käytettäessä pepsiinin aktiivisuus ei 
vaikuta saatuihin tuloksiin, mutta pH:n vaikutusta kitin toimivuuteen ei voida pois 
sulkea. On myös epäselvää, voivatko tässä kitissä näytteen sisältämä pepsiini 
ja keuhkoissa erittyvä pepsinogeeni ristireagoida keskenään. On myös 
mahdollista, että näytteet eivät sisällä pepsiiniä. 
 
Metheny ym. (2004) saivat immuunimääritysmenetelmällä pakotetun 
mahanesteen aspiraation jälkeen 90 % positiivisia pepsiinituloksia. He käyttivät 
tutkimuksessaan trakeanestenäytteitä. Tämä voi viitata siihen, että trakeaneste 
olisi parempi tutkimusmateriaali kuin keuhkohuuhtelunäyte. 
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Tutkimuksessa saatuihin tuloksiin voi vaikuttaa myös se, ettei koeryhmän 
koirilla ole erikseen diagnosoitu gastroesofageaalirefluksia esimerkiksi pH-
mittauksen tai lipid-laden makrofagien avulla vaan refluksin oletus perustuu 
brakykefaalisen syndrooman diagnoosiin. Savchenko ym. (2006) määrittivät 
terveille koirille lipid laden makrofagi-indeksin (LLMI). Tutkimuksen aineisto 
käsitti vain kahdeksan koiraa, joten otoskoko oli pieni. Ihmisillä on käytetty 
LLMI:tä tutkittaessa refluksin aspiraatiota, mutta se on todettu epäluotettavaksi 
indikoimaan refluksiaspiraation esiintymistä (Trinick ym. 2012). Rosen ym. 
(2012) tutkimuksessa tutkijat huomasivat, että pepsiini ei korreloi 
standarditutkimusten kanssa kovin hyvin, mutta he myös kyseenalaistavat 
standarditutkimusten (pH, pH-MII ja endoskopia) luotettavuuden. Tuloksia 
vertaillessa tulee ottaa huomioon standardimenetelmän epäluotettavuus. 
Pepsiiniä ei ole käytetty biomarkkerina refluksin aspiraatiosta aikaisemmissa 
koiratutkimuksissa, ja huomattavaa on aina, että immuunimääritykset, kuten 
ELISA-testi ja Western blot –menetelmät, ovat riippuvaisia pepsiinivasta-aineen 
laadusta ja tarkkuudesta pepsiinin sitoutumisen suhteen (Trinick ym. 2012). 
Tässä tutkimuksessa käytetty ELISA –kitti oli toimittajan mukaan kuitenkin koira 
spesifinen. 
 
Western blot  tutkimuksessa haluttiin selvittää, löytyykö sillä eroja pepsiinin 
esiintyvyydessä koeryhmän, kontrollien tai oksennuksen väillä. Pepsinogeenia 
lisättiin ajoon kontrolliksi, jotta voidaan erottaa se luotettavasti muiden 
näytteiden sisältämästä pepsiinistä. Koiran pepsinogeenin tai pepsiinin kokoa ei 
ole aikaisemmin määritetty, joka vaikeuttaa tulosten tulkintaa. Koiran ja kissan 
mahalaukusta peräisin oleva oksennus sisältää oletettavasti pepsiiniä, joten sitä 
käytettiin positiivisena kontrollina. Western blot –tutkimuksessa oli nähtävissä 
samankokoinen, 50 kDA kohdalle sijoittuva bändi kontrollien, koeryhmän ja 
koiran oksennuksen kohdalla. Samaa bändiä ei ollut havaittavissa 
pepsinogeenin kohdalla. Western blot –tutkimuksessa ei alustavasti saatu eroa 
koeryhmän ja kontrollien välille.  Ihmisen pepsiini on kooltaan 35 kDA ja 
pepsinogeeni 43 kDA (Johnston ym. 2004), mutta koirien näytteistä ei löytynyt 
vastaavan kokoisia bändejä. Western blot –tutkimuksessa kaikkien näytteiden 
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määrä oli sama (30 µl), mutta niiden sisältämän proteiinin määrä ei ollut 
etukäteen tiedossa. Tämä voi vaikuttaa geeliajossa erottuvien bändien 
vahvuuteen, koska bändien vahvuus (leveys ja värin voimakkuus) liittyy 
tutkittavan proteiinin määrään eli jos tutkittavat näytteet sisältävät keskenään eri 
määrät proteiinia, näytteitä voi olla hankala vertailla keskenään. 
 
5.7 Aineiston luotettavuus ja laajuus 
 
Koska otoskoko oli koeasetelmassa pieni ja tulokset eivät olleet 
johdonmukaisia, tuloksia ei voida yleistää. Pepsiinin käyttö mikroaspiraation 
biomarkkerina koirilla vaatii lisää tutkimusta. Lupaavaa on kuitenkin se, että 
Western blot –menetelmällä havaitaan pepsiini vasta-aineella oksennuksessa ja 
keuhkohuuhtelunäytteessä sama proteiini. Lisätutkimuksia tarvitaan 
varmistamaan havaittu proteiini pepsiiniksi sekä proteiini pitoisuuksiltaan 
tunnettujen näytteiden ajoa mahdollisten pepsiinimäärien eroavaisuuksiin 
osoittamiseksi. Tarkoituksena on myös tutkia LLMI-menetelmällä samat 
näytteet. 
 
 
6 YHTEENVETO 
 
Tutkimuksessa ei todettu selvää korrelaatiota brakykefaaliselle syndroomalle ja 
pepsiinin löytymiselle keuhkohuuhtelunäytteistä. Tutkimuksessa käytetty ELISA-
testi osoittautui toimimattomaksi ja korrelaatiota ei voida sen takia arvioida. 
Tutkimuksen aineiston koon pienuuden vuoksi tuloksia ei voida yleistää. 
Pepsiini on todettu lääketieteen tutkimuksissa hyväksi biomarkkeriksi 
tutkittaessa refluksin mikroaspiraatioita, joten tutkimuksia voi jatkaa eri Western 
blot –menetelmällä ja suuremmalla tutkimuspopulaatiolla.  
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7 KIITOKSET 
 
Kiitos ohjaajalle tuesta, kannustuksesta ja neuvoista lisensiaatin tutkielman 
teossa. Kiitos ELISA- ja Western blot –laboratoriotyöt suorittaneille Tiina 
Kasaselle ja Kirsi Laukkaselle heidän työpanoksestaan.  
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